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O estudo da ligação dos fármacos a proteínas plasmáticas é particularmente importante 
porque afeta quer a atividade dos fármacos quer a sua distribuição. Apenas os fármacos 
livres são capazes de exercer atividade farmacológica e a distribuição dos fármacos é 
frequentemente alterada pela sua ligação a proteínas plasmáticas. Neste contexto, foi 
objetivo desta dissertação, criar uma ferramenta que possa contribuir para a obtenção de 
informação sobre a farmacocinética de compostos, candidatos a fármacos, desde os 
estágios iniciais do seu desenvolvimento. 
Neste âmbito, foi desenvolvida uma metodologia automática, rápida e simples, com 
potencialidades para ser usada no estudo da interação de compostos com possível 
atividade farmacêutica, com as proteínas do soro humano. A metodologia teve como base 
a análise da desativação da fluorescência intrínseca da albumina do soro humano, ASH, 
proteína usada como modelo. Após a utilização dos modelos de ligação fármaco-proteína 
no equilíbrio (considerando ou não depleção de ligando) foi possível efetuar o cálculo das 
constantes de ligação.  
A metodologia foi implementada num sistema de análise por injeção sequencial, tendo 
sido aplicada no estudo de LIs-APIs, líquidos iónicos que foram sintetizados a partir de 
fármacos anti-inflamatórios não esteroides associados com o catião colina, com o objetivo 
de serem utilizados como princípios ativos farmacêuticos. 
O ciclo analítico envolvia a aspiração sequencial de 100 μL de ASH e 100 μL de LI-APIs 
(com concentrações variáveis), que após inversão de fluxo eram encaminhados para o 
tubo de reação e seguidamente para o detetor onde era medida a intensidade de 
fluorescência. 
Nas condições otimizadas foi estudado o efeito crescente das concentrações dos LI-
APIs, cetoprofenato de colina e do naproxenato de colina (e os respetivos fármacos que 
lhes deram origem: cetoprofeno e naproxeno) na intensidade de fluorescência intrínseca 
da ASH e, deste modo, os valores da constante de dissociação (Kd) foram calculados de 
acordo com o modelo de ligação do complexo ASH-LI-API considerando haver equilíbrio. 
Os resultados evidenciaram que há uma relação entre o aumento da concentração dos LI-
APIs testados e, dos respetivos fármacos de origem, com a diminuição da fluorescência 
intrínseca da ASH. Os valores de Kd calculados demonstraram que todos os compostos 
farmacêuticos ligam-se fortemente à ASH (Kd < 100 μM) e que o uso de fármacos sob a 
forma de líquidos iónicos não só não afeta como até pode melhorar a ligação à ASH. 
A metodologia desenvolvida demonstrou ser robusta e exibiu bons valores de 
repetibilidade (RSD<6% ) e de reprodutibilidade (RSD<4,5%) em todos os ensaios 
realizados. 
Palavras-chave: Albumina do soro humano; líquidos iónicos farmacêuticos; quenching; 





The study of the binding of drug with plasma proteins is particularly important because it 
affects both the activity of the drug and its distribution. Only the free drugs are able to exert 
pharmacological activity and the distribution of drugs is often changed by their binding to 
plasma proteins. In this context, the aiming of this work, is to create a tool that can contribute 
to obtain information on the pharmacokinetics of compounds, drug candidates, from the 
early stages of its development. 
In this context an automatic, rapid and simple methodology was developed with potential 
for use in the study of the interaction of compounds with potential pharmaceutical activity, 
with the human serum proteins. The assay was based on the analysis of deactivation of the 
intrinsic fluorescence of human serum albumin, HSA used as a model protein. Allowing 
after the use of drug-protein binding at equilibrium models (considering depletion ligand or 
not) to calculate the binding constants. 
The methodology was implemented in a sequential injection analysis system, and have 
been applied to the study of IL-APIs, ionic liquids synthesized from anti-inflammatory non-
steroids drugs associated with choline cation, with the purpose of being used as 
pharmaceutical active ingredients. 
The analytical cycle involved the sequential aspiration of 100 μL of HSA and 100 μL of 
IL-API (variable concentration), that after reversal of flow were directed to the reactor tube 
and hence to the detector where it was measured the fluorescence intensity. 
In the optimized conditions we studied the effect of increasing concentrations of IL-APIs, 
choline naproxenate and choline ketoprofenate (and the respective starting materials: 
ketoprofen and naproxen) on the intrinsic fluorescence intensity of HSA and thus the values 
of dissociation constant (Kd) were calculated according by means of models of drug-protein 
binding in the equilibrium. The results evidenced a relationship between the concentration 
of the tested IL-API and the respective starting materials, with a decrease in the intrinsic 
fluorescence of HSA. The calculated Kd values showed that all pharmaceutical compounds 
bind strongly to HSA (Kd <100 mM) and that the use of drugs in the IL format does not affect 
or, can even, improve their HSA binding. 
The developed SIA methodology showed to be robust and exhibited good repeatability 
(RSD<6%) and reproducibility (RSD<4,5%) in all the assay conditions. 
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1. Líquidos iónicos como princípios ativos farmacêuticos e interesse do seu estudo 
1.1. Líquidos iónicos: definição e evolução histórica 
Os líquidos iónicos (LIs) são definidos como sais que têm, normalmente, um ponto de 
fusão abaixo dos 100ºC, podendo ser líquidos à temperatura ambiente ou a temperaturas 
inferiores (Han e Row, 2010; Rodríguez et al., 2008). São geralmente compostos por um 
anião inorgânico ou orgânico e de um catião orgânico assimétrico, originando assim sais 
orgânicos (Dobler et al., 2013; Han e Row, 2010). Estes compostos têm propriedades 
físicas, químicas e biológicas muito interessantes (Rodríguez et al., 2008), tornando-se 
assim atrativos para uma vasta gama de aplicações, desde a engenharia, a eletroquímica, 
a química, o desenvolvimento farmacêutico ou a biotecnologia (Kumar e Malhotra, 2010; 
Moniruzzaman e Goto, 2011; Sowmiah et al., 2012). A partir da década de 90 uma das 
áreas que maior interesse revelou no estudo dos líquidos iónicos foi a química 
farmacêutica, em que tem sido investigada a sua utilização como solventes/veículos de 
princípios ativos farmacêuticos e mais recentemente na síntese de LIs baseados em iões 
biologicamente ativos, que podem incluir os LIs que incorporam princípios ativos 
farmacêuticos (LI-APIs) (Earle e Seddon, 2000; Smith et al., 2011), sendo estes últimos 
conhecidos como os LIs de terceira geração (Ferraz et al., 2012). 
Os LIs podem-se dividir em três gerações de acordo com as suas propriedades e 
características. Assim, os primeiros LIs relatados na literatura apresentavam propriedades 
físicas únicas e moduláveis, com baixa volatilidade e elevada estabilidade térmica, 
intervalos variáveis de densidade e viscosidade, e ficaram conhecidos como LIs de primeira 
geração. Estes compostos foram estudados e utilizados como alternativa aos solventes 
orgânicos convencionais dado serem vistos como mais seguros, e também foram utilizados 
como agentes catalíticos. Contudo, a maior parte destes compostos apresenta exigências 
específicas relativamente ao seu manuseamento uma vez que são sensíveis à água e ao 
oxigénio, e os catiões tradicionalmente usados neste tipo de LIs são propensos a ser 
reduzidos. Assim, uma nova gama de LIs começou a ser estudada, realizando-se um 
aperfeiçoamento dos compostos existentes e, assim, procedeu-se à síntese de compostos 
estáveis ao ar e à água, recorrendo-se à combinação de catiões com menor probabilidade 
de redução como é o caso dos catiões de alquilimidazólio, com aniões estáveis em água 
como o tetrafluoroborato, o hexafluorofosfato e o acetato, entre outros. Estes compostos 
definem assim a segunda geração de LIs, com propriedades físicas e químicas específicas, 
e que podem ser empregues como lubrificantes, materiais energéticos, entre outros. Esta 
geração de LIs, tal como as outras, também tem uma estrutura modulável, permitindo o 




formação de novos LIs consoante as propriedades pretendidas. Mais recentemente, tal 
como já foi referido, surgiram os LIs de terceira geração que além de propriedades físicas 
e químicas específicas acumulam também atividade biológica, com toxicidade reduzida, 
graças à utilização de iões estáveis, seguros e biodegradáveis. E mais uma vez, os 
compostos desta geração também são ajustáveis, tendo neste caso aplicabilidade a nível 
biotecnológico e farmacêutico (Hough et al., 2007; Kumar e Malhotra, 2009; Pernak et al., 
2003; Pernak et al., 2004; Walkiewicz et al., 2010). 
1.2. Líquidos iónicos como princípios ativos farmacêuticos 
De um modo geral, as indústrias farmacêuticas dependem principalmente de princípios 
ativos farmacêuticos (APIs, do inglês Active Pharmaceutical Ingredientes) na forma sólida 
e essencialmente cristalinas por razões de pureza, estabilidade térmica, fabrico e de fácil 
manuseamento. Porém, têm sido relatados vários problemas relacionados com as formas 
sólidas, como polimorfismo, baixa solubilidade, baixa biodisponibilidade e tendência para 
ocorrer a cristalização espontânea das formas amorfas (Brodin et al., 1984; Moniruzzaman 
e Goto, 2011; Stoimenovski et al., 2010), havendo uma necessidade urgente de novos 
avanços científicos que originem fármacos e terapias inovadoras e mais eficazes (Ferraz 
et al., 2011). A formação de sais é uma estratégia amplamente utilizada pela indústria 
farmacêutica de forma a ultrapassar propriedades físico-químicas possivelmente 
inadequadas (Cains, 2007; Shamshina et al., 2013; Variankaval et al., 2008). Há alguma 
informação recente que indica que cerca de 50% dos fármacos utilizados atualmente na 
indústria farmacêutica são sais com propriedades melhoradas comparativamente com as 
moléculas neutras que lhes deram origem. Assim, uma das formas de ultrapassar os 
problemas relacionados com as formas sólidas dos APIs é a utilização de LI-APIs, que já 
se encontram a ser estudados para esse fim por várias indústrias, uma vez que têm 
propriedades diferentes das formas farmacêuticas sólidas cristalinas disponíveis 
atualmente no mercado, evitando alguns dos problemas de polimorfismo associados aos 
sólidos, como já foi mencionado anteriormente (MacFarlane et al., 2002; Moniruzzaman e 
Goto, 2011; Stoimenovski et al., 2010). Da mesma forma, o uso de LI-APIs permite a 
modulação das características físicas, químicas e biológicas do produto final. Devido à 
seleção e combinação do catião-anião apropriado é possível controlar a solubilidade e a 
biodisponibilidade pretendida, em relação à via de administração ou aplicação desejável. 
(Moniruzzaman e Goto, 2011; Sekhon, 2011). A escolha do catião e do anião também pode 
ter intenções diferentes e influenciar outras características. Por exemplo, ambos os iões 
podem apresentar atividade biológica (sal com dupla atividade) ou o contra-ião pode ter a 




a atividade do API. Os efeitos sinérgicos ou aditivos podem surgir de forma imprevisível, 
no entanto devem ser explorados uma vez que há a possibilidade de poderem conduzir a 
novas opções de tratamento assim como melhorar a eficácia e a libertação do fármaco no 
organismo (Hough et al., 2007).  
São já vários os estudos publicados sobre os LI-APIs com diferentes tipos de atividade 
farmacológica, desde analgésica, anti-inflamatória, anticancerígena, entre outras. Na 
maioria dos casos, são utilizados APIs, sob a forma de iões, que são conjugados com um 
contra-ião que pode apresentar atividade farmacêutica, biológica ou ser inerte. A primeira 
tentativa de preparação de um LI-API foi realizada por Rogers e colaboradores, que 
estudaram o potencial destes compostos, combinando quatro APIs diferentes (ranitidina, 
lidocaína, ibuprofeno e sulfacetamida) com o ião docusato ou benzalcónio, tendo-se obtido 
LI-APIs com diferentes atividades e com grande interesse farmacêutico (Hough e Rogers, 
2007; Hough et al., 2007). A partir daí, os LI-APIs tornaram-se objeto de estudo por diversos 
grupos de investigadores, como Bica e colaboradores que avaliaram a estabilidade de LI-
APIs constituídos pelo anião acetilsalicilato ou pelo seu metabolito, o salicilato combinados 
com diferentes catiões de APIs, com atividade distintas, como antimicrobiana 
(tetrabutilfosfónio, cetilpiridínio, benzetónio, benzalcónio, hexetidínio), analgésica 
(tramadol), anestésica local (lidocaína), procaína) e antiarrítmica (procainamida) que 
revelaram alguns problemas de estabilidade (Bica et al., 2010). Posteriormente, a equipa 
de investigadores de Hough-Troutman estudaram, com bons resultados, a atividade 
antimicrobiana de diversos LI-APIs procedendo à combinação de diferentes catiões de 
compostos de amónio quaternário com os aniões sacarinato ou acessulfamato (Hough-
Troutman et al.,2009). A síntese de LI-APIs com atividade antimicrobiana e antifúngica tem 
sido bastante explorada e aparenta ser a área que tem acumulado mais estudos até hoje, 
sendo que, por exemplo, o grupo de investigadores de Cole estudou LI-APIs constituídos 
pelo anião ampicilina combinados com catiões de imidazólio ou piridínio, tendo verificado 
boa atividade antimicrobiana contra uma vasta gama de microrganismos (Cole et al., 2011). 
Os LI-APIs com o anião ampicilina também foram objeto de estudo relativamente às suas 
propriedades físicas e térmicas, como a solubilidade em água, o ponto de fusão e a 
estabilidade térmica, e neste caso Ferraz e a sua equipa combinaram este anião com 
diversos catiões orgânicos como a colina, o tetraetilamónio, o cetilpiridínio, entre outros 
(Ferraz et al., 2014). Numa outra perspetiva a equipa de Cybulski analisou a atividade 
biológica de LI-APIs com aminoácidos quirais compostos pelo anião mandelato ou o anião 
L- prolinato combinados com os catiões de didecildimetilamónio, benzalcónio e domifeno, 
também com bons resultados contra diversos tipos de microrganismos (Cybulski et al., 




no combate ao aparecimento de tubérculos nas batatas, tiabendazol e imizalil conjugados 
com o anião docusato enquanto num outro estudo, foram escolhidos vários aniões azóis, 
como benzotriazol, 1,2,4-triazol, 4-nitroimidazol e 2-metil-4-nitroimidazol conjugados com 
os catiões didecildimetilamónio, benzalcónio e domifeno para formar LI-APIs com boa 
atividade antifúngica (Bica et al., 2011; Walkiewicz et al., 2010). Mais recentemente, surgiu 
o estudo da atividade anticancerígena e antivírica de LI-APIs derivados do ácido betulínico 
que revelaram resultados bastante promissores para esta área de estudo, atualmente em 
grande expansão (Challa et al., 2012; Suresh et al., 2012; Zhao et al., 2012). 
No entanto, a pesquisa neste campo tem-se focado principalmente na síntese de novos 
compostos procedendo-se à combinação de iões ativos (aniões e/ou catiões), a sua 
caracterização físico-química e a avaliação in vitro de algumas propriedades 
farmacocinéticas. De acordo com alguns autores há apenas alguns estudos que exploram 
as propriedades farmacocinéticas dos LI-APIs de forma a prever o comportamento do 
fármaco e há muito pouca informação relativamente ao perfil farmacêutico destes 
compostos. Neste contexto, parece ser importante investir não apenas no desenvolvimento 
de novos LI-APIs com importância farmacêutica mas também no estudo das propriedades 
que possam elucidar quer a farmacocinética quer a farmacodinâmica dos compostos 
farmacêuticos (Pinto et al., 2013). 
1.3. Líquidos iónicos como princípios ativos farmacêuticos e princípios ativos 
farmacêuticos com atividade anti-inflamatória 
Neste trabalho, serão utilizados LI-APIs derivados de APIs com atividade anti-
inflamatória e neste subcapítulo apresenta-se uma breve introdução sobre a sua utilização 
na terapêutica e o seu modo de ação. 
Os fármacos anti-inflamatórios não esteroides (AINEs) estão entre os fármacos mais 
frequentemente utilizados. Eles são habitualmente usados como analgésicos, anti-
inflamatórios e antipiréticos e os seus efeitos secundários têm sido bem estudados (Duffy 
et al., 1998). Adicionalmente, e mais recentemente, têm sido estudadas a atividade 
quimiopreventiva e antitumorogénica dos AINEs assim como o seu papel sinérgico na 
atividade de certos fármacos antitumorais. Muitos estudos têm reportado que os AINEs 
induzem a apoptose de linhas celulares tumorais do colon, mama, próstata, estômago e 
leucemia mieloide humana (Dimiza et al., 2011).   
O principal modo de ação dos AINEs está bem estabelecido, sendo que ocorre a inibição 
da cicloxigenase (COX), que é uma enzima que catalisa a conversão do ácido araquidónico 




dos AINEs ainda não foi bem esclarecido. Existem três formas isoméricas desta enzima, 
COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1 está envolvida na manutenção da mucosa gástrica, na 
regulação do fluxo sanguíneo renal nos vasos aferentes do rim e na regulação da 
agregação plaquetária. A COX-2 está envolvida na inflamação e na tumorigénese. E por 
último, a COX-3 está envolvida nas reações anti-inflamatórias e na produção de 
prostaglandinas anti-inflamatórias (Dimiza et al., 2011; Duffy et al., 1998; Groot et al., 
2007).  
Para este trabalho foram escolhidos dois LI-APIs, o naproxenato de colina e o 
cetoprofenato de colina e os seus APIs correspondentes, o naproxeno e o cetoprofeno. 
O naproxeno é um derivado do ácido arilpropanoico pertencente ao grupo de fármacos 
AINEs utilizado em diversas doenças reumáticas como a artrite reumatoide, osteoartrite, 
espondilite e reumatismo não articular, danos traumáticos agudos, e no tratamento e na 
profilaxia contra a dor aguda como a enxaqueca, dor de cabeça de tensão, dor pós-
operatório, dor pós-parto e dor associada com vários procedimentos ginecológicos. O 
naproxeno é também efetivo no tratamento da dor e dos sintomas associados à 
dismenorreia primária ou secundária, e diminui a perda excessiva de sangue em pacientes 
com menorragia. Pode ser administrado por via oral ou retal de acordo com a posologia 
adequada, normalmente com uma posologia de uma a duas vezes ao dia. São vários os 
ensaios clínicos que têm confirmado a eficácia analgésica e anti-inflamatória do naproxeno 
comparativamente a AINEs mais recentes. Os efeitos adversos deste fármaco estão bem 
estabelecidos, sendo de uma forma geral bem tolerado. O naproxeno está disponível em 
duas formas: ácido livre ou sal, neste caso conjugado com catião sódio. O naproxeno e o 
naproxeno sódico são farmacologicamente e terapeuticamente equivalentes em termos de 
dose (500 mg de naproxeno equivalem a 550 mg de naproxeno sódico) (Dimiza et al., 2011; 
Lammers et al., 2013; Todd e Clissold, 1990). Relativamente à ligação com a albumina do 
soro humano (ASH), o naproxeno liga-se, preferencialmente, ao local II da ASH, apesar do 
local I também ser utilizado em alguns casos (Lammers et al., 2013). 
Relativamente ao cetoprofeno, ácido 2-(3-benzoilfenil)propanoico, este é um fármaco 
AINE quiral da família 2-arilpropionato, com ação anti-inflamatória, analgésica e 
antipirética, podendo ser utilizado em diversas doenças como reumatismo, artrite 
reumatoide, mielite e gota. Geralmente é comercializado na sua forma racémica, ou seja 
uma mistura equimolar dos dois enantiómeros, R(-) e S(+). O (S)-cetoprofeno exibe em 
grande parte a atividade anti-inflamatória enquanto o enantiómero (R) demonstrou possuir 
propriedades analgésicas independentes da inibição da síntese de prostaglandinas. Assim, 
o (R)-cetoprofeno é considerado um promissor analgésico desprovido dos efeitos laterais 




toxicidade do cetoprofeno são muito baixos (Bi et al., 2011; Lagrange et al., 2000). 
Relativamente à sua ligação à ASH, os ácidos arilpropanoicos AINEs como o cetoprofeno 
são conhecidos por se ligarem ao local II mais precisamente ao subdomínio IIIA da ASH 
(Chuang et al., 1999; Maciążek-Jurczyk, 2014). A compreensão das propriedades de 
ligação do cetoprofeno com a ASH é de grande importância, existindo já alguns estudos 



























2. Albumina do soro humano e interação com líquidos iónicos como princípios 
ativos farmacêuticos  
2.1. Definição e importância da albumina do soro humano 
O transporte dos fármacos pelo organismo humano pode ocorrer de várias formas, 
sendo que a molécula pode estar na sua forma livre, dissolvida na fase aquosa do plasma 
ou ligada a proteínas plasmáticas (Jusco e Gretch, 1976; Meyer e Guttman, 1967; Otagiri, 
2005; Vallner, 1977). As proteínas plasmáticas existentes no corpo humano encontram-se 
mencionadas na Figura 1 de acordo com a sua disponibilidade no organismo.  
 
Figura 1: Gráfico circular com as principais proteínas plasmáticas existentes no corpo humano. 
Adaptado de Kratz e Elsadek, 2012. 
Relativamente ao transporte de fármacos nos seres humanos, a ASH é a proteína com 
mais importância, ligando-se principalmente a fármacos ácidos, enquanto a α-1-
glicoproteína é a segunda mais importante, e liga-se essencialmente a fármacos básicos e 
neutros. Por exemplo, com menos importância, surgem a lipoproteína de alta e baixa 
densidade (HDL, do inglês High Density Lipoprotein e LDL, do inglês Low Density 
Lipoprotein, respetivamente) (Kratz e Elsadek, 2012) 
Geralmente os fármacos ligam-se de forma reversível às proteínas plasmáticas, em 
locais específicos, sendo esta ligação de extrema importância uma vez que influencia os 
efeitos farmacocinéticos (volume de distribuição, clearance e tempo de semivida) e 
farmacodinâmicos (atividade biológica e toxicológica) dos fármacos (Ascenzi et al., 2014; 




dos fármacos lipofílicos no organismo, permitindo que eles cheguem mais facilmente ao 
seu local de ação. 
Os fármacos também podem estar na sua forma livre e, neste caso, podem ser 
difundidos de forma passiva para os órgãos, através de barreiras formadas por células 
endoteliais, onde posteriormente poderão ser metabolizados, sofrer excreção biliar ou 
filtração glomerular nos rins. Por outro lado, as moléculas farmacêuticas também podem 
ser distribuídas intracelularmente por via de um sistema de transporte específico, sendo 
que neste caso apenas as moléculas farmacêuticas na forma livre interagem com o seu 
alvo de forma a produzir efeitos terapêuticos. Na maioria destes casos a concentração de 
fármaco livre no tecido está dependente da concentração de fármaco livre no plasma 
(Yamasaki et al., 2013).  
O complexo proteína-fármaco pode atuar como um sistema de reservatório, ou seja, 
quando os fármacos, que estão na sua forma livre, começam a ser metabolizados ou 
excretados, as moléculas farmacêuticas são libertadas das proteínas plasmáticas. 
Portanto, a ligação dos fármacos às proteínas plasmáticas, de uma forma geral, reduz a 
intensidade do seu efeito farmacológico mas prolonga a ação do fármaco. Assim, os dados 
relativos à ligação das proteínas plasmáticas aos fármacos são úteis para conceber doses 
adequadas para utilizar em estudos de eficácia, assim como para estimar margens de 
segurança durante o desenvolvimento do fármaco (Ascenzi et al., 2014). Este efeito é 
especialmente significativo para fármacos que se ligam fortemente às proteínas, pois 
nestes casos uma pequena alteração na fração ligada pode conduzir a uma alteração 
acentuada na concentração do fármaco livre (Seedher e Bhatia, 2006). É de realçar que 
quando dois fármacos são administrados simultaneamente, a interação e a competição 
entre eles para o local de ligação à albumina pode levar a um aumento da fração de 
fármaco livre no sangue que poderá conduzir a efeitos adversos e/ou tóxicos (Maciążek-
Jurczyk, 2014).   
Além da distribuição, a ligação às proteínas plasmáticas também pode afetar o 
metabolismo e a eliminação dos fármacos, uma vez que, quer o aporte hepático quer a 
filtração glomerular são diretamente proporcionais à fração de fármaco livre presente no 
plasma. A fração total de fármaco que está ligada às proteínas plasmáticas depende da 
concentração de fármaco e da sua afinidade para as proteínas plasmáticas, assim como, 
do número de locais de ligação disponíveis (Ascenzi et al., 2014). 
A ASH, tal como já foi referido, é a proteína mais abundante no plasma humano e tem 
várias funções fisiológicas importantes, apresentando uma concentração aproximada de 




importante na regulação da pressão osmótica coloidal e no transporte de vários compostos 
endógenos como ácidos gordos, hormonas, metabolitos tóxicos, ácidos biliares, 
aminoácidos e metais (Yamasaki et al., 2013). A ASH é um polipéptido não glicosilado de 
cadeia simples, contém 585 aminoácidos e um peso molecular de 66,500 Da. A cadeia 
polipeptídica apresenta uma estrutura sob a forma de coração com uma dimensão 
aproximada de 80x80x30 Å. Dados cristalográficos utilizando uma técnica com raio-x 
demonstraram que a ASH contém três domínios estruturalmente homólogos sob a forma 
de ɑ-hélice (denominados de I, II e III), em que cada um deles é composto por dois 
subdomínios (A e B), como se verifica na Figura 2 (Otagiri, 2005; Yamasaki et al., 2013). 
 
 
Figura 2: Estrutura cristalográfica da albumina do soro humano, Yamasaki et al., 2013. 
A ASH interage de forma reversível com um amplo espectro de agentes terapêuticos. 
Tipicamente, os fármacos ligam-se ao local para o qual têm maior afinidade, sendo que o 
trabalho realizado por Sudlow e colegas, com base no deslocamento de sondas 
fluorescentes, revelou que a maioria dos fármacos se pode ligar com elevada afinidade a 
um ou a dois locais, denominados por local I e local II (Otagiri, 2005).  
Bos et al. propuseram que os locais I e II estão localizados nos domínios II e III, 
respetivamente, sendo que presentemente, através de estudos cristalográficos, a 
localização dos locais I e II está atribuída aos subdomínios IIA e IIIA, respetivamente 
(Figura 2) (Kragh-Hansen et al., 2002). O local I parece ser espaçoso e flexível, uma vez 




muito diferentes (Kragh-Hansen et al., 2002; Otagiri, 2005). Os ligandos típicos do local I 
parecem ser ácidos dicarboxílicos e/ou moléculas heterocíclicas volumosas com carga 
negativa localizada no meio da molécula (Otagiri, 2005). O local II parece ser mais pequeno 
ou estreito que o local I, uma vez que os maiores ligandos não se ligam a este local, e 
também parece ser menos flexível. Além disso, tem-se verificado que a substituição por 
ligandos com grupos mais pequenos influencia fortemente a ligação, assim, e apesar de 
vários ligandos se conseguirem ligar a este local com elevada afinidade, ele aparenta ser 
mais restrito que o local I. Os ligandos que se ligam ao local II são geralmente ácidos 
carboxílicos aromáticos com um grupo acídico carregado negativamente numa das 
extremidades da molécula, que está separado do centro hidrofóbico, como por exemplo os 
fármacos AINEs (Kragh-Hansen et al., 2002; Otagiri, 2005). Entretanto, dados mais 
recentes de cristalografia sugerem que o local II pode adaptar-se a diferentes ligandos, 
como já tinha sido observado para o local I (Yamasaki et al., 2013).  
2.2. Interação com ingredientes ativos farmacêuticos 
A interação entre a ASH e os seus ligandos tem sido extensivamente estudada, e já 
foram sugeridas várias técnicas para o seu estudo como a diálise, a ultrafiltração, o 
dicroísmo circular e a fluorescência extrínseca (Figura 3) (Parikh et al., 2000). No entanto, 
a técnica mais utilizada tem sido a fluorescência intrínseca da ASH, que é geralmente 
medida através da excitação seletiva do único resíduo de triptofano da ASH, que diminui 
quando ocorre interação com os fármacos, fenómeno denominado por quenching ou 
mecanismo de desativação da fluorescência (Lakowicz, 2006). Este fenómeno consiste em 
processos nos quais se verifica a diminuição da intensidade de fluorescência de um certo 
composto, neste caso da ASH. A espetroscopia de fluorescência tem sido a técnica 
espetroscópica mais usada na monitorização da ligação do fármaco à ASH devido à sua 
sensibilidade, precisão, rapidez e fácil utilização (Seedher e Bhatia, 2006; Bi et al., 2011). 
A espetrofluorimetria apresenta bastantes vantagens sobre as técnicas convencionais, 
nomeadamente a diálise e a ultrafiltração, pois não requer a determinação da concentração 
de fármaco livre e total, reduzindo o tempo de análise e elimina a necessidade de uma 
membrana. Além disso, estes métodos não podem ser usados na análise de fármacos que 
se liguem extensivamente à membrana, fator importante para fármacos altamente 
hidrofóbicos. O método de fluorescência extrínseca apresenta, juntamente com o método 
de fluorescência intrínseca, o facto de ser fármaco não-específico e rápido, todavia 
apresenta algumas desvantagens uma vez que é um método indireto em que há a 




desta forma, ser utilizado quando o fármaco em estudo é fisicamente incompatível com os 
fluoróforos ou quando há interações entre os locais de ligação (Parikh et al., 2000). 
 
Figura 3: Técnicas utilizadas no estudo da interação da albumina do soro humano com princípios 
ativos farmacêuticos. 
De seguida irão ser apresentados alguns trabalhos relativos ao estudo desta interação, 
inicialmente focando apenas em APIs com atividade anti-inflamatória e posteriormente 
serão mencionados alguns trabalhos que usaram LI-APIs, que ainda são muito escassos 
uma vez que esta área ainda está numa fase inicial relativamente a informação do perfil 
farmacêutico e do comportamento in vivo destes compostos.  
Os fármacos AINEs têm sido amplamente estudados relativamente à interação com a 
ASH, sendo que a maior parte deles têm evidenciado um elevado grau de ligação à 
albumina, que é um fator determinante das suas propriedades farmacocinéticas. Por 
exemplo, já foi relatada a ligação das proteínas plasmáticas a vários fármacos AINEs como 
carprofeno, fenilbutazona, tenoxicam, indometacina, naproxeno, diclofenac, fenoprofeno, 
cetoprofeno, meloxicam e nimesulida (Seedher e Bhatia, 2006).  
No estudo com os AINEs meloxicam e nimesulida foi estudada a sua interação com a 
albumina do soro humano e com a albumina de soro bovino (ASB) sob diferentes condições 
utilizando espectroscopia de fluorescência. Os resultados obtidos foram discutidos de 
acordo com os parâmetros de ligação e com a natureza das forças envolvidas na interação. 
Os resultados demonstraram que não só ocorre a interação destes fármacos com a ASH 











muito forte, com elevada afinidade apenas para um local de ligação da ASH, sendo que a 
constante de dissociação (Kd) para a ASH foi ligeiramente inferior quando comparada com 
a ASB. Neste ensaio, também se concluiu que, o aumento do pH e a força iónica causaram 
uma ligeira diminuição na força de ligação e um aumento da concentração do fármaco livre, 
não afetando no entanto a interação com a ASH de forma significativa (Seedher e Bhatia, 
2005). 
Posteriormente, o mesmo grupo de investigação estudou os fármacos celecoxib e 
valdecoxib, dois fármacos AINEs seletivos para a COX-2, que se ligam em cerca de 95% 
à ASH, servindo inicialmente como reservatório de fármacos, sendo que é a forma que se 
encontra livre que é farmacologicamente ativa. Assim, a natureza e a magnitude da sua 
interação com a ASH tem implicações importantes quer em termos da farmacocinética quer 
da farmacodinâmica (Seedher e Bhatia, 2006). Neste caso, e tal como como nos trabalhos 
anteriores foi utilizada a espectroscopia de fluorescência para a monitorização de ligação 
do fármaco à ASH. Neste caso, os resultados da ligação do celecoxib e do valdecoxib com 
a ASH evidenciaram que ocorre interação com a ASH num único local, com valores de Kd 
na ordem dos 10-4 e 10-5 M, respetivamente. Os parâmetros termodinâmicos sugerem ainda 
que a interação entre ambos ocorre primariamente através de ligações de hidrogénio 
(Seedher e Bhatia, 2006). 
A interação entre a indometacina e a ASH também foi investigada utilizando técnicas 
espectroscópicas de fluorescência (Bogdan et al., 2008). Os resultados de fluorescência 
demonstraram uma forte ligação entre a indometacina e a ASH, com um valor de Kd na 
ordem dos 10-4 M. Verificou-se ainda que a fluorescência da ASH diminuiu com o aumento 
da concentração da indometacina confirmando assim o fenómeno de quenching que ocorre 
devido à fluorescência intrínseca da ASH. O baixo valor de Kd também sugere que a 
indometacina se liga à ASH com elevada afinidade num dos locais.  
O rofecoxib foi outro dos fármacos AINEs avaliado relativamente à sua ligação à ASH, 
ele é utilizado no alívio dos sintomas de osteoartrite, na manutenção de dor aguda em 
adultos, no tratamento de sintomas menstruais e, mais recentemente, no alívio de sintomas 
da artrite reumatoide em adultos e crianças (Qi et al., 2008). Neste caso, sem os efeitos 
secundários a nível gástrico associados ao uso dos inibidores da COX-1. Tal como nos 
estudos anteriores também foi utilizada a técnica de fluorescência para avaliar o quenching 
da ASH, tendo-se efetuado o estudo a três temperaturas diferentes e sob condições 
fisiológicas. Os resultados evidenciaram valores de Kd na ordem dos 10-4 M para todas as 
temperaturas analisadas. Os parâmetros termodinâmicos analisados revelaram um 




Mais recentemente, foi efetuado o estudo da ligação do cetoprofeno à ASH utilizando a 
mesma linha de investigação, com métodos espetroscópicos (Bi et al., 2011). Este trabalho 
tem particular interesse pois aborda um dos fármacos utilizados neste trabalho prático. Os 
dados de fluorescência revelaram que o cetoprofeno liga-se à ASH, verificando-se o 
quenching da fluorescência intrínseca do triptofano da ASH, sendo o valor de Kd, tal como 
nos estudos dos AINEs anteriores, na ordem dos 10-4 M. A ASH, como transportador de 
fármacos, pode ajudar a entrega do cetoprofeno no seu local de ação, a região inflamada. 
Com este estudo, concluiu-se que a formação do complexo é elevada, permitindo assim o 
uso da ASH como transportador de fármaco, de forma a permitir a libertação do fármaco 
para o seu local alvo.  
Tal como já foi referido o perfil farmacêutico e o comportamento in vivo dos fármacos 
são informações importantes a ser estudadas, desta forma quando se usa LIs estes 
parâmetros também devem ser analisados de modo a verificar se há alguma influência 
significativa nestes parâmetros com a utilização destes compostos (Azevedo et al., 2013). 
Os investigadores Azevedo e colegas efetuaram um estudo que envolveu LIs do grupo 
imidazólio como solventes da nimesulida, fármaco com atividade anti-inflamatória e com 
pouca solubilidade em água, e que se baseou na avaliação da influência do LI na ligação 
à ASH. Verificou-se que a nimesulida ligou-se fortemente, e de forma espontânea, à ASH 
na presença dos LIs testados, demonstrando que as propriedades farmacêuticas não 
parecem ser afetadas pelo uso de LIs. 
Posteriormente, o mesmo grupo de investigadores estudou os LI-APIs resultantes da 
combinação do anião salicilato com os catiões benzalcónio, cetilpiridínio ou 1-etil-3-
metilimidazólio em termos de afinidade de ligação à ASH (Pinto et al., 2013). Os três LI-
APIs evidenciaram uma ligação forte e espontânea à ASH, revelando propriedades 
adequadas para serem incorporados em formulações farmacêuticas, principalmente as de 












3. Técnicas de análise em fluxo 
3.1. Introdução/Evolução histórica 
Devido às crescentes exigências relativas ao controlo de qualidade dos produtos nas 
suas várias fases de processamento assim como no produto final, em várias áreas de 
atividade, surgiu a necessidade de pesquisa de novos métodos analíticos. Pretendia-se 
técnicas analíticas capazes de aumentar a qualidade e a quantidade de resultados nos 
procedimentos, principalmente quando se trata de matrizes complexas e diversificadas. As 
técnicas de análise em fluxo resultaram como uma solução para este tipo de controlo, 
essencialmente em áreas como a indústria, análises clínicas, ambiente, farmácia e 
alimentos. As técnicas de análise em fluxo automatizadas permitem metodologias mais 
seguras com um elevado ritmo de amostragem, elevada eficiência analítica, minimização 
da intervenção humana com, por exemplo, uma diminuição dos erros associados à 
manipulação de amostras. 
As metodologias analíticas automatizadas dividem-se em sistemas de fluxo 
segmentado, em que as diferentes amostras, dentro da tubagem, são separadas por 
bolhas de ar, podendo ser introduzidos em locais específicos, por confluência, reagentes, 
e, também, em técnicas de fluxo contínuo não segmentado, que surgiram na década de 
70. Estas são as mais utilizadas devido às suas vantajosas características de escoamento 
contínuo das soluções, quer no espaço quer no tempo. Esta metodologia consiste, de um 
modo geral, na introdução de uma alíquota de amostra num fluxo transportador que se 
encontra no interior de um tubo de dimensões reduzidas, que poderá posteriormente entrar 
em contacto com um ou mais reagentes gerando uma zona reacional que será transportada 
até ao detetor, originado um sinal analítico. 
As técnicas de fluxo contínuo não necessitam, de um modo geral, de atingir condições 
de equilíbrio químico ou físico pois exibem uma elevada reprodutibilidade quer nos 
processos de amostragem quer nos de deteção. No entanto, a grande vantagem desta 
metodologia é relativamente ao equipamento utilizado que, se revela bastante versátil uma 
vez que, com o mesmo equipamento há a possibilidade de alterar a sua configuração e 
alguns dos seus componentes e, consequentemente obter uma montagem adaptável ao 
tipo de amostra ou determinação a realizar. Esta versatilidade revela ser bastante 
proveitosa a nível económico.     
Inicialmente, no ano de 1975, surgiu assim a análise por injeção em fluxo (FIA, do inglês 
Flow Injection Analysis) que é uma técnica de fluxo contínuo não segmentada e consiste 




transportador de movimento contínuo. Esta técnica gera um gradiente de concentrações 
desde que a amostra é injetada até chegar ao detetor, devido à dispersão física ou à reação 
química que pode ocorrer durante o percurso da amostra pelo sistema (Ruzicka e Hansen, 
1975; van Staden et al., 1997b). O sistema de deteção regista este gradiente de 
concentrações, em que se verifica um sinal analítico de valor constante durante a 
passagem da solução transportadora pelo detetor e, também, transitório, com a passagem 
da espécie detetável, que é representado sob a forma de uma curva gaussiana distorcida. 
Uma montagem FIA (Figura 4) consiste, de um modo geral, num dispositivo de propulsão, 
uma válvula de injeção, que contém um pequeno circuito que determina o volume de 
amostra a ser injetado no sistema, num tubo de reação, onde ocorre o gradiente de 
concentrações da amostra na solução transportadora, e por fim um dispositivo de deteção 
em que se verifica a emissão do sinal analítico que será registado num registador ou num 
microprocessador (Ruzicka e Hansen, 1988). 
 
Figura 4: Esquema básico de uma montagem de análise por injeção em fluxo. T: solução 
transportadora; R: reagente; P: dispositivo de propulsão; VI: válvula de injeção; Pc: 
ponto de confluência; TR: tubo de reação; DD: dispositivo de deteção; E: esgoto. 
O registo em FIA ocorre normalmente sob a forma de picos sucessivos que são 
posteriormente analisados a partir da altura, largura ou área (Figura 5). De todos os 
componentes, o dispositivo de propulsão e a válvula de injeção têm uma importância 
especial pois são, respetivamente, responsáveis pelo escoamento reprodutível no tempo 






Figura 5: Registo de uma análise por injeção em fluxo. TE: tempo de residência; h: altura do 
pico; a: área do pico; Δt: largura do pico. 
A montagem deste sistema é feita de forma relativamente simples, acessível em termos 
económicos, e permite ainda a introdução de outros componentes consoante as 
necessidades de cada determinação. Esta técnica tem, ainda, a vantagem de não precisar 
de um sistema informático, facto que pode ser atrativo em certas ocasiões. Por outro lado, 
o uso deste sistema pode levar a um elevado consumo de volume de solução 
transportadora e de reagentes em geral devido ao movimento contínuo de soluções. 
Posteriormente, em 1990, Ruzicka e Marshall criaram um novo conceito de análise por 
injeção em fluxo, a análise por injeção sequencial (SIA, do inglês Sequential Injection 
Analysis) que veio, de uma forma geral, simplificar os sistemas de fluxo, e irá ser explorada 
mais em detalhe no próximo subcapítulo. Esta técnica surgiu como uma alternativa mais 
versátil e robusta, comparativamente com a anterior, relativamente à automatização de 
procedimentos analíticos mais complexos que usem diferentes amostras e/ou reações 
químicas ou que utilizem mais do que um reagente. Assim, com esta técnica também há a 
possibilidade de determinar diversas espécies em diferentes tipos de matrizes. Todas estas 
características associadas com estabilidade a longo prazo, fiabilidade, uma rotina de 
manutenção espaçada e duradoura no tempo e por fim uma calibração automática 
revelaram-se cruciais para a implementação deste sistema em diversos processos 
industriais (van Staden e Taljaard, 1996a; van Staden e Taljaard, 1996b). 
Outras técnicas de fluxo foram surgindo, com o objetivo de criar alternativas, do ponto 
de vista mecânico, na propulsão e introdução das soluções nos sistemas, na mistura e nos 





3.2. Análise por injeção sequencial 
3.2.1. Fundamentos e características 
A análise por injeção sequencial consiste na aspiração sequencial de volumes precisos 
de amostra e reagente para um tubo de armazenamento/reação, em que há uma 
sobreposição reprodutível das zonas de amostra e reagente, conjugando períodos de 
paragem e mudanças de sentido do escoamento. A aspiração ocorre através de uma 
válvula seletora e pela escolha da porta adequada, onde se encontram as diversas 
soluções. Posteriormente, ao inverter o sentido do fluxo, e com a comutação da válvula 
seletora, as zonas de amostra e reagente interdispersas são propulsionadas para o detetor 
através do tubo de reação. A formação desta sobreposição de zonas é influenciada por 
processos de transporte por convecção e de difusão molecular (van Staden et al., 1997b).  
Com este tipo de sistema, é possível efetuar um ciclo analítico com apenas 3 etapas, 
em que se verifica a aspiração da amostra, a aspiração do reagente e a propulsão destas 
duas soluções para o detetor. É no entanto de realçar que o número de etapas depende 
do tipo de análise a efetuar, podendo haver mais etapas consoante o número de operações 
necessárias a efetuar. 
3.2.2. Componentes da montagem 
A composição dos sistemas SIA é dividida em três componentes principais: o dispositivo 
de aspiração/propulsão, a válvula seletora de fluidos e o dispositivo de deteção, sendo que 
estes componentes estão ligados entre si por tubos de diâmetro interno reduzido, que 
podem ser tubos de armazenamento ou de reação. Todos estes elementos são controlados 
por um computador, e assim se verifica uma sincronização entre o dispositivo de 
aspiração/propulsão e a válvula seletora, para que deste modo seja possível definir o 






Figura 6: Esquema básico de uma montagem de análise por injeção sequencial. T: solução 
transportadora; P: dispositivo de propulsão; TA: tubo de armazenamento; R: reagente; 
A: amostra; VS: válvula seletora; TR: tubo de reação; DD: dispositivo de deteção; E: 
esgoto. 
Todos os movimentos efetuados pelo dispositivo de aspiração/propulsão, início, 
paragem e inversão do sentido do fluxo, devem ser precisos, de modo a assegurar valores 
reprodutíveis de caudal de aspiração e propulsão, uma vez que o controlo dos volumes 
das soluções no sistema depende do caudal e do tempo de aspiração e de propulsão que 
são introduzidos no computador (Christian e Ruzicka, 1992).  
Os dispositivos de aspiração/propulsão utilizados no sistema de SIA são normalmente 
de 5 tipos diferentes. Inicialmente quando surgiu este tipo de sistema, começou por se 
utilizar bombas de pistão ou de fluxo sinusoidal que são constituídas por um sistema onde 
há a variação do raio de uma came que aciona o pistão e, deste modo, forma um fluxo com 
características sinusoidais e com um padrão repetido temporalmente (Cladera et al., 1996; 
Ruzicka e Marshall, 1990). Para modificar o caudal neste tipo de dispositivo, procede-se à 
alteração da velocidade de rotação do came, do raio do pistão ou do raio do came, sendo 
que o caudal máximo ocorre a 90º ou a 270º. A alteração do caudal permite alterar os 
volumes existentes no sistema, sendo que a aspiração de soluções a caudais baixos está 
relacionado com volumes baixos enquanto caudais elevados estão associados a volumes 
superiores. Este tipo de dispositivo revela um comportamento, de um modo geral, 
satisfatório e ritmos de amostragem um pouco baixos, devido essencialmente há 
necessidade constante do preenchimento da seringa.  
 Mais tarde, e para ultrapassar as desvantagens do dispositivo anterior, surgiu, no ano 
de 1993, a bomba peristáltica como uma alternativa de fácil manuseamento, em que se 




ainda, com vantagens em termos do tempo de análise (Ivaska e Ruzicka, 1993; 
McCormack e van Staden, 1998). Também é vantajoso o facto de ser possível com o 
mesmo dispositivo aspirar e propulsionar soluções, e ainda ser possível o preenchimento 
completo do sistema de forma rápida com a solução transportadora. A grande 
desvantagem deste mecanismo é o desgaste que a sua tubagem pode sofrer ao longo do 
tempo ou aquando do uso de solventes agressivos, podendo no entanto este problema ser 
contornado, por algum tempo, se o líquido transportador for água desionizada.   
Mais recentemente testou-se um outro tipo de dispositivo de aspiração/propulsão, como 
forma de ultrapassar os problemas relacionados com a tubagem das bombas peristálticas 
e, assim, surgiu a seringa automática (Cladera et al., 1995). Neste caso, as soluções são 
propulsionadas a partir de um movimento linear do pistão da seringa, ocorrendo um fluxo 
linear e constante, inteiramente controlado e sem que se verifiquem pulsos. Este é um 
mecanismo bastante utilizado em laboratórios de análise devido ao seu modo de 
funcionamento relativamente simples, tendo apenas como desvantagem a necessidade de 
preenchimentos frequentes. No entanto, como possui uma válvula de duas posições que 
permite o direcionamento das soluções, o preenchimento da seringa é simplificado e, 
ainda, tem a vantagem de libertar uma das portas da válvula seletora de fluidos. 
Posteriormente foi implementado um sistema SIA com microbombas solenoides, que 
são dispositivos unidirecionais em que se utilizam duas unidades que estão ligadas a uma 
confluência em posições opostas (Pinto et al., 2005). Uma das microbombas é responsável 
pela aspiração das soluções para o tubo de armazenamento enquanto a outra está 
encarregue pela propulsão da solução transportadora através do sistema e, consequente, 
encaminhamento das soluções para o dispositivo de deteção. Neste caso, verifica-se um 
fluxo pulsado que permite ultrapassar problemas associados com limitações de mistura 
das soluções aspiradas sequencialmente.  
Por último, e menos utilizada existe a bomba eletrosmótica, em que se utiliza um campo 
elétrico com dois elétrodos de carga oposta, que permite a migração dos iões presentes 
na solução e, consequentemente, a movimentação da solução que se encontra nos tubos 
ao longo do sistema, que é arrastada pelo campo elétrico (Liu e Dasgupta, 1994). Esta 
bomba não é muito utilizada, possivelmente por não se encontrar disponível no mercado. 
Um outro componente dos sistemas SIA é a válvula seletora de fluidos que é encarada 
como o centro do sistema, pois todos os outros componentes encontram-se ligados a esta 
peça, desde reatores, dispositivo de deteção, dispositivo de aspiração/propulsão, entre 
outros dispositivos adicionais (Pinto et al., 2005; Pinto et al., 2006). Tal como o seu nome 




seu orifício central é possível a distribuição eficaz de todas as soluções ao longo do 
sistema. O orifício central da válvula encontra-se ligado ao tubo de armazenamento e 
posteriormente poderá encaminhar todas as soluções para os diferentes orifícios laterais.  
A versatilidade da válvula seletora associada com inversões do sentido de fluxo permite, 
por um lado, a operação de ensaios em linha de reações complexas e, por outro, o pré-
tratamento de amostras. A limitação do sistema SIA relativamente ao número de soluções 
e operações a realizar apenas está relacionado com o número de orifícios laterais da 
válvula seletora. No entanto, há a possibilidade de contornar esse problema com a 
utilização de duas ou mais válvulas seletoras no mesmo sistema e assim aumentar o 
número de orifícios e, consequentemente aumentar o número de operações a realizar 
(Lukkari et al., 1993; van Staden et al., 1997a). Existe ainda a possibilidade de adotar uma 
válvula seletora com um maior número de entradas, existindo já no mercado válvulas com 
mais de 10 entradas, no entanto elas apresentam uma desvantagem que se prende com o 
facto de prolongar o tempo que a solução está presente no sistema caso a rotação das 
válvulas apenas se verifique num sentido. 
Por último, os sistemas SIA devem ter um dispositivo de deteção que pode ser de 
diversos tipos consoante a determinação a efetuar. O que revela que esta metodologia 
analítica abrange uma vasta variabilidade de aplicações. A primeira montagem SIA, 
apresentada por Ruzicka e Marshall em 1990, exibia o detetor posicionado entre o 
dispositivo de aspiração/propulsão e a válvula seletora de fluidos. Nesta posição, após 
cada ciclo analítico, verificavam-se dois picos, uma vez que a espécie a detetar ao ser 
aspirada passava pelo detetor e assim verifica-se um pico e, posteriormente, ao inverter-
se o fluxo e a espécie ser propulsionada para o esgoto verificava-se então o segundo pico, 
sendo que este era menor que o primeiro devido à maior dispersão da espécie no sistema. 
No entanto, com este posicionamento verificavam-se algumas desvantagens como a 
passagem da espécie no detetor sob condições de pressão negativa, permitindo o 
aparecimento de bolhas (van Staden e Marshall, 1992). Desta forma, esta configuração 
deixou de ser empregue e recentemente tem-se optado pela colocação do detetor numa 
das portas laterais da válvula, para que a espécie passe pelo detetor durante o seu 
percurso para o esgoto. 
Nos sistemas SIA há a necessidade obrigatória de um computador, que irá controlar o 
dispositivo de aspiração/propulsão e a válvula seletora de forma sincronizada e automática, 
com informação de aspiração ou propulsão, tempo de permanência, e ainda o caudal das 




Os diferentes componentes, no sistema SIA, encontram-se ligados entre si através de 
tubos de plástico com diâmetro interno reduzido, na ordem dos 0,5 a 1,5 mm. Desta forma, 
é de grande importância que o comprimento do tubo de armazenamento que se encontra 
entre a válvula seletora e o dispositivo de aspiração/propulsão seja o adequado, de modo 
a garantir que a solução transportadora não seja contaminada pelas soluções aspiradas. 
Assim, o comprimento desse tubo deve acolher um volume duas vezes superior ao dos 
volumes aspirados (Gübeli et al., 1991).  
A escolha do diâmetro interno do tubo deve ser escolhida de acordo com a determinação 
efetuada, tendo-se assim em consideração a dispersão e a sensibilidade pretendida a cada 
caso. Por outro lado, é também de grande relevância garantir que ao longo de todo o 
processo não existam contaminações quer da solução transportadora quer das soluções 
utilizadas, assim, deve-se evitar a contaminação da amostra com outra anteriormente 
analisada, utilizando por exemplo uma porta da válvula para escoar possíveis resíduos 
presentes no sistema antes de aspirar uma nova amostra. Além disso, também se deve 
aspirar um volume de solução superior para que a reação ocorra numa zona não 
contaminada e por último, pode-se ainda aspirar uma pequena porção de ar antes de 
aspirar uma nova amostra. 
3.2.3. Dispersão 
Ao longo do percurso do sistema SIA e à semelhança do que acontece em FIA, as 
soluções vão sofrer dispersão, havendo a necessidade do seu controlo durante o ciclo 
analítico para que os resultados possam ser calculados, de acordo com uma maior ou 
menor mistura dos reagentes consoante o pretendido a cada determinação específica. É 
de realçar que são vários os fatores inerentes à operação que poderão afetar a amplitude 
da dispersão sofrida pelas soluções aspiradas ao longo do sistema, como a configuração 
da montagem, a forma como as diferentes zonas que são sequencialmente aspiradas se 
vão misturar e, por último, a diluição que irão sofrer no interior no sistema (van Staden e 
Botha, 1998).  
A dispersão, em sistemas SIA, está associada a processos de transporte por convecção 
ou por difusão. O transporte por convecção influencia o escoamento laminar das soluções 
e, posteriormente, a difusão molecular nas interfaces de contacto das diferentes zonas 
adjacentes. Assim sendo, inicialmente a dimensão dos tubos irá afetar este tipo de 
transporte, em que as partículas estão sujeitas a um perfil parabólico de velocidades ao 
longo do diâmetro do tubo, ou seja as partículas que se encontram junto à parede do tubo 




transporte por convecção verifica-se o aumento dos gradientes de concentração 
imputáveis pela difusão molecular, que se divide em difusão axial ou radial (Figura 7) 
(Ruzicka e Hansen, 1988, van Staden et al., 1997b). 
 
Figura 7: Representação esquemática dos fenómenos de difusão axial e radial num sistema de 
fluxo. 
A difusão axial define-se pela movimentação das soluções no sentido do fluxo, o que 
influencia desta forma a diluição da mistura de reação e, consequentemente, é responsável 
pelo alargamento dos picos. Por outro lado, a difusão radial é definida pela movimentação 
perpendicular das partículas, relativamente ao sentido direcional do fluxo, ou seja 
movimenta-se na direção do centro do tubo e vice-versa, o que contrariamente ao 
verificado anteriormente irá diminuir a diluição da zona de mistura, sendo assim 
responsável pela formação de picos mais estreitos, o que leva à preservação da espécie a 
analisar e, também, ao aumento da sensibilidade do método. Por exemplo, a utilização de 
tubos de reação com a forma de serpentina ou em oito, irá obrigar a um mudança de 
direção das soluções e consequentemente irá aumentar a dispersão radial das soluções 
no seu percurso pelo sistema (Figura 8). 
 







Com a inversão do sentido do fluxo a dispersão axial diminui, e esse passo é de grande 
importância pois irá permitir uma melhor mistura das zonas adjacentes (Figura 9), e assim 
a obtenção de um perfil de concentrações relativamente simétrico, que originará durante a 
sua passagem pelo detetor, um registo com uma distribuição do sinal analítico sob a forma 
de uma curva gaussiana.  
 
Figura 9: Representação esquemática da aspiração sequencial de zonas num sistema 
de análise por injeção sequencial e do registo da sobreposição das mesmas. 
A amostra, também, irá sofrer dispersão no fluido transportador que nesse caso está 
dependente de outros fatores, como os volumes e as características físico-químicas das 
soluções abrangidas, mas também do percurso e dos volumes intrínsecos do ciclo analítico 
ou até sofrer influência de outros dispositivos que se encontrem no percurso do sistema de 
fluxo. 
No ano de 1988, Ruzicka e Hansen apresentaram uma proposta para a quantificação 
do valor de dispersão, utilizando o conceito do coeficiente de dispersão (D) que é expressa 
pela razão entre as concentrações da zona a intercalar no momento anterior (C0) e 






Como o sinal registado possui, em cada ponto, um coeficiente de dispersão ligeiramente 











A dispersão representa, de uma forma geral, o grau de diluição da amostra ao longo do 
sistema, sendo que assim o valor de D está intimamente relacionado com a sensibilidade 
da determinação efetuada. 
3.2.4. Sobreposição de zonas 
A sobreposição de zonas adjacentes está estreitamente relacionada com a dispersão 
da amostra e reagentes, sendo um parâmetro bastante importante e que se deve ter em 
consideração na otimização dos sistemas. Pode ser determinada com base na altura ou 
na área do pico de modo a assegurar a implementação efetiva e a rentabilização máxima 
do sistema SIA. Desta forma estipulou-se que o grau de sobreposição poderia ser 





em que Ls é relativo à largura da base do pico da zona sobreposta,  La e Lr 
correspondem às larguras da base do pico da zona de amostra e da base do pico do 
reagente, respetivamente (Figura 10).  
 
Figura 10: Perfil de concentrações de amostra (A) e reagente (R) à entrada no detetor; S: zona 
de sobreposição; Ls: largura da base do pico da zona de sobreposição; La: largura 







O valor de S pode variar entre 0 e 1, sendo que S=1 significa que há sobreposição total 
das zonas de amostra e reagente, enquanto S=0 indica que não há qualquer sobreposição 
das zonas. Nos casos em que não se verifica a sobreposição completa das zonas, há um 
ponto em que a dispersão é igual nas zonas de amostra e de reagente, ou seja, a razão 
entre as suas concentrações é semelhante à verificada pelas soluções puras antes delas 
serem introduzidas no sistema, e é definido como o ponto de isodispersão (ID) (Gübeli et 
al., 1991).  
O grau de sobreposição está dependente de diversos fatores, desde as dimensões dos 
tubos utilizados, da ordem de aspiração das soluções, dos volumes aspirados ou por 
























4. Enquadramento e objetivos do trabalho 
Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e otimização de uma metodologia 
com base em SIA para o estudo da interação de fármacos com a ASH, a partir da análise 
do grau de desativação de fluorescência da ASH.    
Como já foi descrito, o conhecimento dos parâmetros farmacocinéticos e 
farmacodinâmicos dos APIs é de grande importância, e é bastante significativo no caso de 
novos fármacos como é o caso dos LI-APIs que têm vindo a ser explorados nos últimos 
anos. Existem vários estudos, já mencionados anteriormente, da interação dos fármacos 
com a ASH. No entanto, relativamente aos LI-APIs, as informações disponíveis relativas à 
farmacocinética (ADME) deste tipo de compostos são muito limitadas, sendo importante 
criar ferramentas para realizar uma avaliação rigorosa de LI-APIs candidatos a novos 
fármacos desde os estágios iniciais de desenvolvimento. Desta forma, optou-se por aplicar 
esta metodologia a LI-APIs, derivados de fármacos com atividade anti-inflamatória, o 
cetoprofenato de colina e o naproxenato de colina (Figura 11). Os LI-APIs surgiram na 
última década como alternativa às formas sólidas farmacêuticas, amplamente utilizadas 
pela indústria farmacêutica. A pesquisa nesta área tem aumentado bastante e portanto é 
necessário a caracterização dos novos compostos sintetizados em termos do seu perfil 
farmacêutico para assegurar a sua eficácia in vivo.   
 
Figura 11: Estruturas químicas dos líquidos iónicos como princípios ativos farmacêuticos e 
matérias-primas.   
Deste modo, foi então desenvolvida uma metodologia automatizada para se proceder à 
avaliação do perfil de ligação dos LI-APIs/APIs à ASH, de modo a encontrar uma alternativa 
válida aos procedimentos atualmente usados e que providencie resultados viáveis 
relativamente ao comportamento dos LI-APIs in vivo. Foi selecionada a técnica SIA cujo 
funcionamento, como referido anteriormente, é baseado em inversões do sentido do fluxo, 
o que a torna numa ferramenta interessante na automatização deste tipo de ensaio, pois 
permite efetuar um controlo preciso das condições de reação, em termos de espaço e 













































garante flexibilidade operacional e reprodutibilidade, permitindo a implementação de 
determinações que exigem controlo rigoroso das condições do fluxo.  
Como técnica de deteção foi selecionada a fluorimetria que é amplamente utilizada 
neste tipo de interação de forma a avaliar o grau de desativação de fluorescência intrínseca 
da ASH, quenching, após a ligação dos fármacos aos seus locais de ligação. Com os 
valores de % de quenching obtidos e com as concentrações de LI-APIs/APIs 
correspondentes procede-se ao cálculo da constante de dissociação (Kd) de acordo com 















































Neste capítulo serão mencionados todos os procedimentos experimentais, referindo a 
preparação das soluções assim como os equipamentos e materiais usados ao longo do 
trabalho.  
Será também referido, de um modo geral, o ciclo analítico adotado no sistema SIA e, 
ainda, as fórmulas dos cálculos experimentais utilizados. 
2. Reagentes e soluções 
Os reagentes utilizados apresentavam qualidade analítica ou equivalente, não sendo 
necessário recorrer a tratamentos de purificação adicional. A preparação das soluções de 
ASH foi efetuada com água ultrapura que apresenta uma condutividade específica inferior 
a 0,1 µS/cm. 
A ASH (fração V) foi adquirida à Sigma Aldrich Co. e armazenada no frigorífico. As 
soluções de ASH (6 μM ou 31,3 μM) eram preparadas diariamente com água. 
Os APIs cetoprofeno e naproxeno foram adquiridos à Sigma Aldrich Co. e armazenados 
à temperatura ambiente.  
Os LI-APIs testados, cetoprofenato de colina (teor em água inferior a 0,5%) e 
naproxenato de colina (teor em água inferior a 0,5%) foram sintetizados e disponibilizados 
pela Viena University Techonology, e armazenados à temperatura ambiente, em caixa 
hermeticamente fechada com ambiente anidro controlado e ao abrigo da luz.  
As soluções de APIs e de LI-APIs eram preparados em solução tampão fosfato pH=7,4, 
tendo sido utilizado, sempre que necessário, o banho de ultrassons para auxiliar na 
dissolução dos compostos e, posteriormente, procedia-se à filtração das soluções, 
utilizando filtros membranares Milipore (poro de 0,45µm). As soluções mãe eram 
armazenadas no frigorífico e preparadas semanalmente.  
A solução de tampão fosfato era constituída por 140 mM NaCl, 7,5 mM Na2HPO4 e 1,5 
mM KH2PO4. O pH era ajustado até às 7,4 unidades, utilizando sempre que necessário 
uma solução ácida (HCl) ou básica (NaHO) concentrada, para que o seu volume fosse 
desprezável. A solução tampão foi utilizada como solução transportadora no sistema SIA 
e como já foi referido como solvente na preparação das soluções de APIs e LI-APIs. A 
solução de tampão era preparada semanalmente ou sempre que necessário, sendo 
armazenada no frigorífico. 
 




3.1. Equipamento auxiliar 
A água pura era obtida a partir de um sistema de purificação Mili-Q®, modelo RG, em 
que a água de consumo passa por um conjunto de resinas de troca iónica de leito misto 
QPack2-CPMQ004D2 e um filtro de partículas 0,45 µM Milipak 40 Gamma gold. 
A pesagem rigorosa de reagentes sólidos foi efetuada em balança analítica Kern® ABT 
120-SDM. 
Na dissolução dos APIs e dos LIs-APIs foi utilizado um banho de ultrassons da marca 
Seleta®. 
No que diz respeito à medição rigorosa dos volumes, neste caso específico a um 
máximo de 5 mL, utilizaram-se pipetas automáticas da marca DiscoveryPro, que são 
calibradas regularmente, com capacidades máximas de 100, 1000 e 5000 µL. Todas as 
soluções foram preparadas em material de vidro de classe A, lavado de forma adequada. 
Na preparação da solução tampão fosfato, para a medição e controlo do pH, utilizou-se 
um milivoltímetro da marca Crison Instruments®, modelo GLP 22 equipado com um 
elétrodo de vidro combinado de AgCl/Ag, modelo 52-02. A calibração do elétrodo 
combinado era realizada com recurso aos padrões comerciais disponíveis: pH=4,00 e 
pH=7,00. 
As determinações da intensidade de fluorescência realizadas no modo discreto 
realizaram-se num fluorímetro da marca Jasco, modelo FP-6500. Todas as determinações 
foram efetuadas em células de quartzo com 1cm de percurso ótico, a uma velocidade de 
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3.2. Componentes do sistema de fluxo 
O sistema SIA utilizado apresenta uma configuração simples, que se encontra 
esquematizada de seguida.   
 
Figura 12: Esquema do sistema de análise por injeção sequencial utilizado experimentalmente. 
T: solução transportadora (solução tampão de fosfato pH 7,4); BP: bomba peristáltica; 
TA: tubo de armazenamento; VS: válvula seletora; TR: tubo de reação; DD: 
dispositivo de deteção; E: esgoto; ASH: albumina do soro humano (6 ou 31,3 μM); LI-
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3.2.1. Dispositivo de aspiração/propulsão 
O sistema SIA apresentava como dispositivo de aspiração/propulsão uma bomba 
peristáltica da marca Gilson, modelo Miniplus 3 (Figura 13). Este dispositivo é controlado 
por computador relativamente ao tempo de aspiração e propulsão, sentido e velocidade de 
rotação.  
 
Figura 13: Bomba peristáltica da marca Gilson, modelo Miniplus 3. 
Neste caso prático o sistema utilizou tubos de impulsão de policloreto de vinilo (PVC) 
da marca Gilson com diâmetro interno de aproximadamente 1,30 mm, em que se efetuou 
a devida calibração antes de iniciar o trabalho experimental, de forma a confirmar os 
valores de caudal a utilizar na propulsão e na aspiração dos volumes das soluções. Desta 
forma, procedeu-se, em dois momentos diferentes, à pesagem da massa de água aspirada 
ou propulsionada em tempos conhecidos, utilizando diferentes velocidades de rotação. A 
substituição desse tubo realizava-se quando se verificavam sinais de mau funcionamento, 
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3.2.2. Válvula seletora de fluidos 
A válvula seletora de fluidos, tal como já foi referido, é considerada o centro do sistema, 
sendo que neste caso foi utilizada uma válvula multiposição com oito portas e rotação 
unidirecional, no sentido inverso ao ponteiro do relógio. Neste caso, a válvula utilizada era 
da marca VICI, Valco Instruments Co. Inc. (Figura 14) e, tal como a bomba peristáltica, é 
controlada por um computador.  
 
Figura 14: Válvula seletora de fluidos da marca VICI, Valco Instruments Co. Inc. 
Neste caso experimental, a porta central encontrava-se ligada ao tubo de 
armazenamento, enquanto uma das portas laterais estabelecia a ligação com o sistema de 
deteção utilizado, neste caso o fluorímetro, após a passagem pelo tubo de reação. As 
restantes portas eram responsáveis pela entrada das diferentes soluções no sistema. É 
importante referir que o número de ações realizadas em cada ciclo analítico depende do 
número de portas da válvula, da mesma forma que a inutilização das portas também 
influencia o tempo final de amostragem, devido à sua rotação unidirecional. Deste modo, 
para ultrapassar este problema e minimizar o movimento de rotação entre cada ciclo 
analítico procedeu-se à distribuição espaçada das soluções e do dispositivo de deteção 
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3.2.3. Tubagens e outros componentes 
Os tubos utilizados na ligação entre os diferentes componentes do sistema eram de 
politetrafluoretileno (PTFE), da marca Omnifit, com um diâmetro interno de 0,8 mm (Figura 
15). 
A otimização do sistema SIA para esta determinação resultou numa configuração 
simples, tendo sido utilizado um tubo de reação de dois metros de comprimento e 
configuração em figuras de oito. Também o tubo de armazenamento exibia esta 
configuração, que foi obtida após entrelaçar o tubo em forma de oito, sucessivamente, 
numa rede de plástico com 2 cm de largura, e no caso do tubo de armazenamento com um 
comprimento de 1,5 metros.  
  
 
Figura 15: Representação do tubo de PTFE utilizado e configuração do tubo de armazenamento 
e de reação em forma de oito. 
3.2.4. Controlo informático 
O sistema SIA exige um controlo informático de modo a permitir a sincronização entre 
o dispositivo de aspiração/propulsão e a válvula seletora de fluidos, e deste modo a 
automatização do sistema. Assim, foi utilizado um computador em que foi desenvolvido um 
software específico em Microsoft Visual-Basic que dava a ordem para o ciclo analítico 
ocorrer de acordo com os dados introduzidos no programa desenvolvido relativamente à 
posição da porta da válvula seletora escolhida, ao sentido de rotação da bomba peristáltica, 
ao caudal escolhido e ao tempo de permanência nessa posição. Desta forma, a informação 
foi inicialmente inserida no computador, ocorrendo, posteriormente, de forma sequencial a 
manipulação das soluções em ciclos analíticos sucessivos determinados pelo operador. 
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3.2.5. Dispositivo de deteção 
As medições da intensidade de fluorescência foram realizadas num fluorímetro da 
Marca Jasco, modelo FP-2020 Plus (Figura 16), que incorpora uma célula de 16 µL. O 
registo dos sinais analíticos foram efetuados num registador da marca Kipp & Zonen BD 
111 que se encontrava acoplado ao dispositivo de deteção. 
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4. Procedimento experimental 
O trabalho aqui apresentado baseou-se na implementação de um sistema SIA para o 
estudo da interação da ASH com LI-APIs com atividade anti-inflamatória e os seus 
fármacos de origem, de modo a determinar o valor de Kd.  
Inicialmente, foram preparadas duas soluções de ASH com concentrações de 6 µM 
(interação com o cetoprofenato de colina e para o cetoprofeno) e 31,3 µM (interação com 
o naproxenato de colina e para o naproxeno). 
Para cada LI-API/API testado foi preparada uma solução inicial com concentração de 
200 μM, de acordo com a tabela 1. Para o estudo com a interação com a ASH testaram-se 
várias concentrações de LI-API/API, que no caso do cetoprofeno variou entre 1,6 e 38,3 
µM e do cetoprofenato de colina variou entre 1,6 e 60,7 µM. Relativamente ao naproxeno 
e naproxenato de colina, as concentrações variaram entre 3,2 e 60,7 µM. Cada composto 
foi avaliado em triplicado.  
Tabela 1: Resumo da preparação das “soluções-mãe” dos LI-APIs/APIs utilizados. 









Cetoprofeno 254,3 2,5 50 200 
Cetoprofenato de colina 358,45 3,6 50 200 
Naproxeno 252,2 2,5 50 200 
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Os valores de Kd foram calculados tendo em consideração se ocorre depleção ou não 
do ligando, uma vez, que a intensidade de fluorescência pode variar de acordo com as 
interações que ocorrem com diversos ligandos. 
Teoricamente, a força de ligação (constante de associação, Ka) do complexo ASH-LI-
API é inversamente proporcional aos valores de Kd. Assim, os cálculos experimentais foram 
ajustados considerando o seguinte equilíbrio (Copeland, 2000) :  





 ASH − LI − API 
 
Onde Kd é dado pela seguinte equação: 
Kd =
[ASH][LI − API]
[ASH − LI − API]
 
O ajuste dos valores experimentais é feito de acordo com a equação de Langmuir: 






Em termos de intensidade de fluorescência, a equação anterior de Langmuir pode ser 
reescrita da seguinte forma: 







em que, ymáx é o sinal máximo de fluorescência registado. 
Quando a interação do LI-API com a ASH é muito forte a formação de complexos ASH-
LI-API resulta na depleção da concentração de fármaco livre. Nestes casos, o modelo de 
Langmuir não é o adequado para realizar o ajuste dos dados experimentais. A constante 
de ligação pode ser calculada considerando a depleção de ligando de acordo com a 
equação seguinte: 
% 𝑄𝑢𝑒𝑛𝑐ℎ𝑖𝑛𝑔 =  C1 (
([LI − API] + [ASH] + Kd) − √([LI − API] + [ASH] + Kd)2 − 4[LI − API][ASH]
2
) − C2[LI − API] 
onde C1 e C2 são constantes.  
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Após o valor de Kd ser conhecido é possível determinar o parâmetro termodinâmico ΔG 
considerando a seguinte equação (Copeland, 2000): 
ΔG=RT ln Kd 
Em que neste caso ΔG corresponde à variação da energia de Gibbs, R à constante 
universal dos gases ideais e T à temperatura expressa em Kelvin. 
De acordo com a tabela 2 é possível fazer a correlação entre os valores de Kd obtidos 
dos LI-APIs/APIs e o tipo de ligação que eles exercem com a ASH (Parikh et al., 2000), 
que será posteriormente considerada na discussão dos resultados. 
Tabela 2: Classificação dos fármacos quanto à sua força de ligação à ASH. Adaptado de Parikh 
et al., 2000. 
Kd <100 μM Ligação forte 
150 < Kd < 260 μM Ligação intermédia 
Kd > 1mM Ligação fraca 
Uma vez que foram utilizados duas metodologias diferentes, em fluxo e em batch, os 
dois conjuntos de valores de Kd obtidos também foram comparados através de uma 
regressão linear do tipo Kd SIA (μM) = C0 + b x Kd batch (μM). A eventual concordância 
entre os dois métodos foi avaliada a partir do coeficiente de correlação (r) e dos intervalos 
de confiança, para um nível de confiança de 95%, para a ordenada da origem (C0) e para 
o declive (b). Desejavelmente o valor de r situa-se próximo de 1 e os valores de C0 e de b 
incluem o zero e a unidade, respetivamente. Paralelamente foi também aplicado um teste 
de t de Student emparelhado aos valores obtidos, de modo a se comprovar que não 
existem diferenças significativas entre eles (Miller, 1991).   
A repetibilidade da metodologia desenvolvida foi avaliada determinando o desvio padrão 
relativo (RSD), expresso em percentagem, a partir de um conjunto de resultados obtidos, 
no sistema SIA, após a aspiração (dez vezes consecutivas) de amostras com duas 
concentrações diferentes. A reprodutibilidade foi efetuada por análise comparativa dos 
resultados obtidos pelo sistema SIA seguindo o mesmo procedimento experimental, 
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4.1. Modo discreto (Batch) 
O procedimento experimental em batch consistiu na adição de 500 μL da solução de 
ASH (6 µM ou 31,3 µM) para os eppendorfs, que já continham volumes crescentes das 
soluções de LI-API ou de API e solução de tampão fosfato pH 7,4 de forma a perfazer o 
volume de 1500 µL, como se encontra esquematizado na tabela 3. O branco da solução 
foi preparado com 500 µL da solução-mãe de ASH e 1000 μL da solução de tampão fosfato, 
ou seja sem a presença de LI-API/API. 
A leitura da intensidade de fluorescência das soluções foi efetuada à temperatura 
ambiente, imediatamente após a adição dos 500 µL da solução de ASH. Os comprimentos 
de onda usados para o cetoprofenato de colina e para o cetoprofeno foram λexc= 280 nm e 
λem= 330 nm. Enquanto para o naproxenato de colina e para o naproxeno foram usados 
λexc= 295 nm e λem= 320 nm. Os valores de intensidade de fluorescência foram registados, 
automaticamente, em 60 s. Para todos os casos usou-se uma largura de fenda de 
excitação/emissão de 5,0 nm. 
Tabela 3: Exemplos dos volumes (μL) de naproxenato de colina 200 μM, tampão fosfato pH 7,4 
e ASH 31,3 μM adicionados a eppendorfs de 2 mL. 
[ASH] 
(μM) 










10 0 500 0 1000 1500 
10 3,2 500 24 976 1500 
10 9,6 500 72 928 1500 
10 16 500 120 880 1500 
10 22,4 500 168 832 1500 
10 28,8 500 216 784 1500 
10 35,1 500 263,3 736,8 1500 
10 41,5 500 311,3 688,8 1500 
10 47,9 500 359,3 640,8 1500 
10 54,3 500 407,3 592,8 1500 
10 60,7 500 455,3 544,8 1500 
 
 




O procedimento realizado no sistema SIA foi muito semelhante ao utilizado em batch. 
Neste caso a solução de ASH é aspirada diretamente para o interior do sistema, sendo 
apenas necessário preparar soluções de concentração variável de LI-API e API, como se 
pode verificar na tabela 4, considerando que no interior do sistema irão sofrer uma 
dispersão de 3,13, tal como será explicado mais adiante no subcapítulo relativo à 
otimização do sistema SIA. 
Tabela 4: Exemplos dos volumes (μL) de naproxenato de colina 200 μM e tampão fosfato pH 7,4 
adicionados a eppendorfs de 2 mL. 
[naproxenato de colina] 
 (μM) 






10 75 1425 1500 
30 225 1275 1500 
50 375 1125 1500 
70 525 975 1500 
90 675 825 1500 
110 825 675 1500 
130 975 525 1500 
150 1125 375 1500 
170 1275 225 1500 
190 1425 75 1500 
O ciclo analítico otimizado para a avaliação da afinidade de ligação dos LI-APIs/APIs à 
ASH está sumarizada na tabela 5. O ciclo começa com a aspiração sequencial de 100 µL 
de ASH e 100 µL de LI-API (concentração variável) para o tubo de armazenamento, com 
um caudal de 1 mL.min-1 (passo 1 e 2). Depois, após a inversão do fluxo, as zonas 
aspiradas são enviadas para o tubo de reação onde permanecem por 60 segundos (passo 
3 e 4). Após o período de paragem, a zona de reação é enviada para o detetor de fluxo 





Materiais e Métodos 
42 
 









1 2 100 1 6 Aspiração da ASH 
2 3 100 1 6 Aspiração do LI-API/API 
3 8 - 1 30 Propulsão para o tubo de reação 
4 8 - 0 60 Paragem 60 s 
5 8 - 1 100 Propulsão para o detetor 
Todos os dias, antes de se iniciar as análises procedia-se à lavagem do sistema de fluxo 
com solução tampão. De seguida, efetuava-se o enchimento dos tubos e respetivas portas 
de entrada com a solução de ASH, solução de fármaco e solução de tampão, sendo que é 
importante referir que sempre que se alterava a solução de LI-API/API para outra de 
concentração diferente realizava-se o passo de lavagem dessa porta. A porta 7 funcionava 


































Neste capítulo, serão apresentados e discutidos os resultados da otimização do sistema 
SIA no estudo da interação da ASH com os LI-API/APIs testados, os resultados obtidos 
com a aplicação desta metodologia, assim como, os resultados verificados nos ensaios 
realizados em batch.     
2. Otimização 
O primeiro passo para o desenvolvimento do procedimento automatizado consistiu na 
adaptação dos ensaios já existentes, em batch, para avaliar o fenómeno de quenching da 
fluorescência da ASH, para um sistema SIA. Para isso, todos os ensaios foram, 
inicialmente, realizados em batch de acordo com a metodologia já descrita. Estes ensaios 
prévios providenciaram não apenas dados para comparação com a metodologia em fluxo 
mas, também, informações que foram de elevada importância para definir as condições 
experimentais nos ensaios realizados em fluxo.  
Inicialmente, foram avaliadas as propriedades espetrofluorimétricas dos LI-APIs 
sintetizados, assim como, dos aniões e catião que lhes deram origem de modo a 
estabelecer as condições a utilizar nos ensaios de quenching da ASH no que diz respeito 
aos comprimentos de onda de excitação e emissão. Os ensaios foram realizados utilizando 
um comprimento de onda de excitação de 280 nm que é o comprimento de onda de 
excitação tipicamente usado para a ASH de forma a inferir sobre a fluorescência dos 
fármacos nas condições usualmente utilizadas nos ensaios de quenching (λexc=280 nm, 
λem=330 nm). Como pode ser visto na Figura 17, o espetro de fluorescência de emissão 
dos compostos estudados não são sobrepostos e os compostos com base no naproxeno 
exibem uma fluorescência intrínseca relativamente elevada com um máximo a 350 nm. No 
entanto, como este é muito próximo do valor máximo da emissão da ASH, as condições do 
ensaio para estes compostos foram adaptadas de forma a minimizar o efeito da sua 
fluorescência intrínseca e, assim, os comprimentos de onda de excitação e emissão foram 
ajustados para 295 e 320 nm, respetivamente.  
Relativamente ao catião colina, não se verificaram resultados espetrofluorimétricos 
relevantes e portanto os seus resultados não serão aqui exibidos. 




Figura 17: Espetro da intensidade de fluorescência normalizada de excitação e emissão da 
albumina do soro humano, naproxenato de colina e naproxeno (A) e da albumina do 
soro humano, cetoprofenato de colina e cetoprofeno (B). 
Nas condições já descritas, foi estudada a interação dos LI-APIs e dos respetivos 
materiais de origem com a ASH usando a metodologia em batch, com o objetivo de se 
obter o perfil de intervalo de concentrações dos LI-APIs e dos APIs a utilizar, assim como, 
da concentração de ASH adequadas. No caso dos compostos com base no cetoprofeno, 
os ensaios foram realizados com sucesso utilizando uma concentração de ASH de 2 µM, 
que já tinha sido descrita anteriormente em diversos estudos como a concentração 
adequada para a avaliação das propriedades de ligação de outros AINEs (Pinto et al., 
2013). Por outro lado, e tal como já foi referido, no caso dos compostos com base no 
naproxeno há a necessidade de minimizar a influência da sua fluorescência intrínseca na 
avaliação do efeito de quenching na ASH. Assim, a concentração de ASH foi aumentada 
para 10 µM para que o sinal inicial de fluorescência seja mais elevado, reduzindo deste 
modo a influência da fluorescência intrínseca dos fármacos com base no naproxeno.  
Após estes fatores estarem definidos, procedeu-se à otimização dos parâmetros mais 
relevantes do sistema de fluxo com o objetivo de reproduzir os resultados obtidos nos 
ensaios em batch relativamente à interação fármaco-ASH, tendo-se, posteriormente, 
procedido à comparação das percentagens de quenching de fluorescência obtidas em 
ambos os ensaios. O cetoprofeno foi inicialmente usado como fármaco modelo e a 
otimização envolveu o estudo do volume de ASH e de fármaco, o tamanho do tubo de 
reação e a duração do período de paragem. A otimização foi, em toda a sua extensão, 
seguida por um controlo rigoroso da dispersão associado a cada uma das condições 
testadas, de forma a garantir um ensaio com condições apropriadas e desta forma também 
ajudar no conhecimento das condições exatas a utilizar no sistema de fluxo. Assim, em 
todos os casos a dispersão foi avaliada antes de se proceder ao cálculo do quenching de 
fluorescência, de forma a possibilitar os cálculos já com as concentrações reais de fármaco 
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neste trabalho correspondem às concentrações reais tendo-se considerado a contribuição 
da dispersão de 3,13. 
A concentração de ASH (2 μM) que, foi previamente estudada em batch para o 
cetoprofeno, foi usada com sucesso na otimização dos ensaios com este fármaco em que 
se utilizaram concentrações até 38,3 μM. Os estudos iniciais foram realizados com um tubo 
de reação de 0,75 m localizado entre a válvula seletora e o detetor. Os caudais de 
aspiração e propulsão foram estabelecidos em 1 mL/min. Os volumes de ASH e de fármaco 
foram estudados entre 16 e 150 μL e, para ambos os casos selecionou-se os volumes de 
100 μL, uma vez que o quenching de fluorescência aumentou cerca de 84% com a 
utilização destes volumes. 
No sistema SIA, também a ordem de aspiração das soluções é da maior importância 
uma vez que influencia a dispersão e, consequentemente, o grau de mistura dessas zonas 
com posterior influência na sensibilidade das determinações. Assim, foi estudada a 
sequência de aspiração das soluções de ASH e de fármaco e os melhores resultados em 
termos de grau de quenching de fluorescência demonstraram ser quando a ASH foi 
aspirada em primeiro lugar seguida pelos APIs/LI-APIs, verificando-se um aumento 
correspondente a cerca de 1,5 vezes. Isto poderá estar relacionado possivelmente com a 
menor dispersão da zona do fármaco, e permitindo, consequentemente, um aumento da 
concentração de fármaco livre que interage com a ASH. 
Com o objetivo de mimetizar a mistura em batch das zonas aspiradas foi introduzido no 
sistema de fluxo uma câmara de fluxo, e neste caso foram testadas duas estratégias: uma 
primeira em que a câmara de mistura foi colocada numa das portas da válvula seletora e, 
uma outra, em que a câmara foi colocada no percurso para o detetor. Em ambos os casos, 
efetuou-se uma paragem da zona ASH-fármaco na câmara de mistura durante 30, 60 ou 
120 segundos. No entanto, nenhuma das possibilidades testadas conduziu a um aumento 
significativo no grau de quenching de fluorescência possivelmente devido a um aumento 
da dispersão das zonas aspiradas no seu percurso para a câmara e, também, no seu 
interior. Assim, os ensaios prosseguiram com a utilização de um tubo de reação colocado 
entre a válvula seletora e o detetor. Foram testados tubos de reação com diferentes 
comprimentos entre 0,75 e 3 m e com uma configuração em forma de oito. Após vários 
ensaios, verificou-se que o quenching de fluorescência aumentava com o tamanho do tubo 
até os 2 m cerca de 20%, provavelmente devido ao ligeiro aumento do tempo de reação e 
da mistura sem ocorrer diluição.  
Numa tentativa de aumentar ainda mais a extensão da interação dos fármacos com a 
ASH, foi inserido um período de paragem durante o ciclo analítico. Esta é uma das 
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estratégias mais frequentemente usadas para aumentar o tempo de reação na metodologia 
SIA sem aumentar a dispersão da zona de reação. Fez-se variar a duração do período de 
paragem entre 25 e 120 segundos, tendo-se optado por introduzir um período de paragem 
de 60 segundos da zona de mistura no tubo de reação, devido a um aumento de cerca de 
10% do sinal.  
Tal como já foi anteriormente referido, foi calculada a dispersão do sistema nas 
condições otimizadas de modo a calcular as concentrações reais do fármaco no ensaio, e 
com isto proceder-se à realização de um perfil de inibição da ASH que permita 
posteriormente o cálculo dos parâmetros da interação do fármaco com a ASH. Após o 
cálculo do valor de Kd, quer dos ensaios realizados em batch, quer em fluxo, verificou-se 
que não existiam variações significativas, tendo os estudos prosseguido para os LI-APIs 
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3. Resultados e Discussão 
Neste subcapítulo serão apresentados e discutidos os resultados obtidos com a 
metodologia otimizada para o sistema SIA e os ensaios realizados em batch. 
Inicialmente, foram avaliados os resultados dos ensaios de quenching de fluorescência 
da ASH obtidos com os LI-APIs e com os APIs com a metodologia otimizada para o sistema 
SIA como se pode verificar no gráfico da Figura 18.   
 
Figura 18: Resultados dos ensaios de quenching da albumina do soro humano com os líquidos 
iónicos como princípios ativos farmacêuticos e com os princípios ativos farmacêuticos 
testados por análise por injeção sequencial. 
De acordo com os resultados da afinidade de ligação dos compostos testados com a 
ASH, verificou-se uma proporcionalidade direta entre o aumento das concentrações dos 
LI-APIs/APIs testados com a percentagem de quenching de fluorescência, sugerindo assim 
um aumento do complexo LI-API/API ligado à ASH. 
Posteriormente, os perfis de inibição obtidos foram tratados matematicamente, sendo 
os valores de Kd calculados de acordo com os modelos de ligação ASH-LI-API em 
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Figura 19: Representação gráfica do ajuste da desativação da fluorescência intrínseca da 
albumina do soro humano para concentrações crescentes de cetoprofenato de colina, 
segundo o modelo de Langmuir. 
 
Figura 20: Representação gráfica do ajuste da desativação da fluorescência intrínseca da 
albumina do soro humano para concentrações crescentes de naproxenato de colina, 
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Na Figura 19 e na Figura 20 estão representados dois exemplos dos gráficos de ajuste 
da desativação da fluorescência intrínseca da ASH para concentrações crescentes de 
cetoprofenato de colina, sem se considerar a depleção de ligando, e de naproxenato de 
colina considerando a depleção de ligando, respetivamente. 
Na tabela 6 encontram-se compilados os resultados dos parâmetros calculados (Kd) no 
estudo de interação dos LI-APIs/APIs testados com a ASH, realizados quer em fluxo quer 
em batch. 
Tabela 6: Resultados dos parâmetros calculados (Kd) a partir do estudo da interação dos 
fármacos com a albumina do soro humano. 
Em termos de afinidade de ligação, verificou-se que todos os compostos testados 
apresentam valores de Kd inferiores a 100 μM que é indicativo de uma ligação forte à ASH 
(tabela 2). Além disso, através da análise da tabela também se pode concluir que, de uma 
forma geral, o uso de fármacos sob a forma de LIs não afeta ou até melhora a sua ligação 
à ASH uma vez que os valores de Kd do naproxenato de colina e do cetoprofenato de colina 
são semelhantes ou inferiores aos seus materiais de origem, o naproxeno e cetoprofeno. 





Ligação sem depleção de 
ligando 








BATCH FLOW BATCH FLOW 
Cetoprofeno 
18,19 ± 1,43 18,20 ± 1,22 16,30 ± 1,40 16,30 ± 1,20 -6,72 -6,78 
15,85 ± 1,11 16,37 ± 1,31 14,06 ± 1,11 14,48 ±1,25 -6,79 -6,87 
19,67 ± 2,46 19,56 ± 1,48 17,85 ± 2,45 17,61 ± 1,45 -6,67 -6,73 
Cetoprofenato 
de colina 
17,57 ± 1,64 16,69 ± 1,88 16,10 ± 1,70 15,27 ± 1,94 -6,76 -6,81 
15,39 ± 0,86 15,30 ± 0,72 14,01 ± 0,91 13,90 ± 0,67 -6,82 -6,88 
17,11 ± 1,83 16,30 ± 0,97 15,50 ± 1,92 14,74 ± 1,00 -6,77 -6,83 
Naproxeno 
33,57 ± 5,29 30,77 ± 5,11 22,22 ± 4,30 20,02 ± 4,03 -6,37 -6,63 
39,29 ± 5,84 38,51 ± 6,51 28,26 ± 5,36 27,27 ± 6,01 -6,25 -6,46 
30,02 ± 2,76 29,21 ± 3,13 19,98 ± 2,47 19,04 ± 2,49 -6,42 -6,68 
Naproxenato 
de colina 
23,39 ± 2,45 25,19 ± 2,20 14,50 ± 2,66 15,78 ± 1,89 -6,54 -6,83 
21,02 ± 1,88 21,27 ± 2,54 12,62 ± 1,85 12,69 ± 2,49 -6,63 -6,94 
19,91 ± 1,57 18,73 ± 1,96 11,31 ± 1,19 10,32 ± 1,49 -6,68 -7,04 
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diminuição comparativamente aos valores de Kd sem depleção de ligando o que não indicia 
diferenças significativas, podendo-se afirmar que o cálculo dos valores de Kd não são 
afetados pela depleção de ligando para estes LI-APIs/APIs. O parâmetro termodinâmico 
(ΔG) para a interação dos LI-APIs/APIs com a ASH também foi calculado e os valores 
negativos (ΔG <0) indicam que todas as reações ocorrem de forma espontânea. 
Tal como já foi referido anteriormente, as duas metodologias, SIA e batch, também 
foram comparadas através de uma relação linear e do teste t de Student como será 
discutido de seguida. 
 
Figura 21: Representação gráfica da relação linear entre os dois métodos, com os valores de Kd 
calculados, segundo o modelo de Langmuir. 
Assim, e como pode ser observado na Figura 21, foi estabelecida a relação linear entre 
os dois métodos cuja equação da reta é: Kd SIA (μM) =1,0 (± 2,2) + 0,94 (± 0,09) Kd batch 
(μM), R2=0,9908 em que se verifica uma correlação positiva entre eles, não existindo 
desvios significativos entre os dois métodos. Estes resultados foram, posteriormente, 
confirmados pelo teste t de Student emparelhado (n=12), em que para um intervalo de 
confiança de 95% verificou-se um valor tabelado (ttabelado) de 2,20 que foi comparado com 
o valor calculado (tcalculado) de 1,27 que confirma não haver discrepância estatística entre os 
dois modelos, sendo que a hipótese nula é aceite.  
A repetibilidade e a reprodutibilidade da metodologia para o sistema SIA foi calculada 
utilizando duas concentrações diferentes do LI-API cetoprofenato de colina como se pode 
observar na tabela 7. 
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Tabela 7: Valores de % RSD para avaliação da repetibilidade e reprodutibilidade. 
[Cetoprofenato de colina] (μM) 
% RSD 
Repetibilidade Reprodutibilidade 
19,2  5,83 4,01 
35,1 2,67 1,99 
Após o cálculo da % RSD verificou-se que não existem diferenças estatisticamente 







































Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia para o estudo da afinidade de ligação 
de fármacos à ASH, em que se combinaram as vantagens já bem conhecidas de SIA, como 
a simplicidade e robustez com a sensibilidade da técnica fluorimétrica usada no ensaio de 
desativação de fluorescência da ASH. Os resultados obtidos confirmam que esta 
representa uma alternativa válida aos tradicionais ensaios em batch, permitindo a 
implementação desta metodologia neste tipo de ensaios.  
A metodologia desenvolvida apresenta características promissoras para uma futura 
aplicação em laboratórios de investigação farmacêutica independentemente do tipo de 
fármaco a ser ensaiado. Com a utilização desta técnica usufrui-se de montagens de 
configuração simples, que apresentam uma grande versatilidade e flexibilidade, e uma 
elevada eficiência analítica, com a redução dos volumes de reagentes e amostra 
envolvidos com subsequente redução da produção de efluentes. Esta metodologia permite, 
também, uma diminuição dos erros associados à manipulação de amostras, devido à 
minimização da intervenção humana e, consequentemente, a redução do tempo de análise 
e dos custos associados. 
Assim, com a aplicação desta metodologia foi possível obter alguma informação de 
grande importância sobre a farmacocinética dos LI-APIs anti-inflamatórios estudados. O 
estudo de afinidade de ligação à ASH revelou que ambos os LI-APIs testados se ligaram 
fortemente à ASH, com valores de Kd inferiores a 100 μM, não havendo diferenças 
significativas entre os valores de Kd com e sem depleção de ligando, e que todas as 
reações ocorreram de forma espontânea, como evidenciado pelos valores negativos de 
ΔG. Verificou-se, ainda, que a utilização do naproxeno e do cetoprofeno na forma de LIs 
não só não é afetada, como até pode melhorar a sua interação com a ASH, podendo ser 
considerados como uma opção futura válida e uma alternativa aos fármacos sólidos 
comumente utilizados. Assim, os estudos relativamente a este tipo de compostos devem 
continuar de modo a viabilizar a sua futura aplicação médica. 
Por último, a comparação entre as duas metodologias utilizadas, através da relação 
linear e do teste t de Student, para um intervalo de confiança de 95 %, evidenciou não 
existirem diferenças significativas entre elas, atestando a concordância entre as duas 
metodologias e, consequentemente, confirmando a utilização do sistema SIA como método 
alternativo válido. Também a repetibilidade e a reprodutibilidade revelaram-se aceitáveis 
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